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Електрофоретична система для експрес-аналізу складу протеїнових фрак-
цій сироватки молока 
В. Г. Юкало, К. Є. Дацишин, Л. А. Сторож 
Для протеїнів сироватки молока притаманна фракційна специфічність їх 
біологічної дії та здатності утворювати в процесах протеолізу і травлення 
біоактивні пептиди, які позитивно впливають на різні фізіологічні системи 
організму. Перспективи виробництва і застосування протеїнових фракцій з 
сироватки молока пов’язані з необхідністю контролю за їх складом. 
Для створення методики експрес-аналізу фракційного складу протеїнів 
сироватки молока проведено порівняльний аналіз електрофоретичних систем, 
які раніше використовувалися для аналізу протеїнів молока. Це анодна система 
диск-електрофорезу в присутності додецилсульфату натрію, система диск-
електрофорезу Девіса для кислих протеїнів у нативних умовах, система в од-
норідному поліакриламідному гелі в присутності сечовини. За основу для аналі-
зу протеїнів сироватки молока була взята система диск-електрофорезу Девіса 
для кислих протеїнів в нативних умовах. Для адаптації цієї системи до вимог 
експрес-аналізу з її складу було вилучено концентруючий поліакриламідний гель 
і зменшено концентрацію розділяючого гелю. Для забезпечення високої ефекти-
вності розділення протеїнових фракцій була використана різниця у складі іонів 
електродного буферу і буферу для поліакриламідного гелю. Це дозволяє зберег-
ти ефект концентрування протеїнів зразку сироватки на перших етапах елек-
трофорезу. З допомогою гомогенних маркерних протеїнів (β-лактоглобулін і 
альбумін сироватки), встановлено розміщення основних фракцій протеїнів си-
роватки молока на електрофореграмах. 
В результаті проведених досліджень запропонована доступна електро-
форетична система в пластинках однорідного поліакриламідного гелю для се-
рійного експрес-аналізу фракційного складу протеїнів сироватки молока. Сис-
тема дозволяє надійно ідентифікувати чотири протеїнові фракції (α-LA, β-
LG, BSA та IG). Про хорошу відтворюваність методу свідчать близькі середні 
значення і стандартні відхилення вмісту цих фракцій у 15-ти пробах сироват-
ки однієї партії молока, отримані на основі денситометрії трьох електрофо-
реграм: β-LG (37,3±4,2; 36,5±2,8; 38,3±2,7), α-LA (15,8±1,5; 15,8±1,3; 16,4±1,1), 
BSA (8,2±1,1; 8,0±1,0; 9,4±1,1), IG (17,6±1,9; 17,4±1,5;16,8±1,5). 
Запропонований метод може бути корисним для оперативної ідентифіка-
ції основних протеїнових фракцій сироватки молока, які є попередниками біо-
логічно активних пептидів 
Ключові слова: фракції протеїнів сироватки молока, електрофорез в полі-
акриламідному гелі, експрес-аналіз, денситометрія Н
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1. Вступ 
Протеїни сироватки молока є однією з двох основних фракцій протеїнів 
молока. Вони становлять близько 20 % від усіх протеїнів молока і є повноцін-
ними за своїм амінокислотним складом. У більшості випадків у технологіях ха-
рчових продуктів ці протеїни використовують у складі молочної сироватки без 
виділення окремих фракцій [1]. Основним джерелом їх є різні види молочної 
сироватки (підсирна, сирна, казеїнова, ультрафільтрат), яка є вторинною сиро-
виною. Концентрація протеїнів у сироватці є низькою (~ 0,6–0,9 %). Тому її пе-
реробка складна, потребує дорогого обладнання, значних затрат енергії і у ви-
робництві харчових продуктів є низькорентабельною. 
Відкриття в останні десятиліття біоактивних пептидів з широким спектром 
біологічної дії у складі основних протеїнів сироватки надає нові можливості 
для переробки протеїнів сироватки. Це може бути створення цінних природних 
функціональних інгредієнтів на основі біологічно активних пептидів [2]. Пеп-
тиди з певною біологічною активністю виділяють з різних фракцій [3]. У 
зв’язку з цим виникло завдання розробки промислових способів отримання 
окремих фракцій протеїнів сироватки молока, які є попередниками біоактивних 
пептидів. Другим важливим завданням є створення надійного доступного і ефе-
ктивного експрес-методу аналізу фракційного складу протеїнів сироватки. Іс-
нуючі методи є надто складні або дорогі та довготривалі для аналізу великих 
кількостей зразків протеїнів сироватки в умовах виробничих лабораторій [4]. 
Розробка ефективного експрес-методу для аналізу та ідентифікації протеї-
нових фракцій сироватки молока є актуальним завданням. Такий метод також 
може мати значення при встановленні автентичності складу білкових продук-
тів, які містять сироватку молока. 
 
2. Аналіз літературних даних та постановка проблеми 
У всіх видах молочної сироватки присутні такі основні протеїни, як β-
лактоглобулін (β-LG), α-лактальбумін (α-LA), альбумін сироватки (BSA), іму-
ноглобуліни (IG), а також два важливі мінорні – лактоферин (LF) і секреторний 
компонент (SC) [5]. У сирній сироватці у значних кількостях знаходиться глі-
комакропептид (GMP), який утворюється у результаті розщеплення -казеїну 
молокозсідальними ферментами [6]. Крім цього, у сироватці молока з допомо-
гою сучасних методів протеоміки знайдено декілька сотень різних мінорних 
протеїнів. Їх функції і походження ще остаточно не встановлені [7]. 
Практичний інтерес до білкових фракцій молочної сироватки пов’язаний з 
їх біологічною функцією. В першу чергу це стосується імуноглобулінів і лак-
тоферину [8, 9]. Також важливим є співвідношення фракцій білків сироватки 
при створенні замінників жіночого молока [1]. В останні десятиліття появився 
новий перспективний напрям використання протеїнів сироватки молока у 
зв’язку з відкриттям у їх складі біологічно активних пептидів (БАП). Встанов-
лено, що основні протеїни сироватки молока є попередниками більше сотні різ-
них БАП. Ці БАП можуть позитивно впливати на імунну систему (імуномоду-
ляторні та антимікробні пептиди), нервову систему (агоністи опіатних рецепто-
рів), серцево-судинну систему (антигіпертензивні та гіпохолестеролемічні пеп-
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тиди), травну систему (регулятори моторики кишківника, регулятори апетиту) 
[10]. Також відкрито пептиди з антиканцерогенною та антиоксидантною дією 
[11, 12]. В багатьох випадках ці пептиди є стійкими до дії травних протеаз, мо-
жуть проникати в кров’яне русло і проявляти свою біологічну дію. Важливим є 
факт, що для БАП характерна фракційна специфічність їх утворення [3, 10]. Це 
робить доцільним отримання БАП певної біологічної дії з окремих фракцій 
протеїнів сироватки. У зв’язку з цим для розробки способів отримання протеї-
нів-попередників БАП з сироватки молока, а також їх промислового виробниц-
тва необхідний доступний і ефективний метод експрес-аналізу та ідентифікації 
фракцій протеїнів сироватки молока. 
У лабораторних дослідженнях для аналізу протеїнів сироватки молока 
найчастіше використовують хроматографічні і електрофоретичні методи [4]. 
Будова, склад і властивості протеїнів сироватки молока дозволяють застосувати 
два види хроматографії: гель-фільтрацію та іонообмінну хроматографію. У ви-
падку гель-фільтрації цьому сприяє значна різниця у молекулярних масах  
(α-LA – 14 178 Да, β-LG – 18 363 Да, BSA – 66 399 Да, LF – 76 110 Да і IG – 
150 000 Да), а також глобулярна будова молекул. Для іонообмінної хроматог-
рафії важливими є відмінності у значенні ізоелектричних точок (α-LA – 4,2;  
β-LG – 5,13; BSA – 4,7; IG – 5,5 і LF – 8,8). Також для проведення хроматогра-
фічного аналізу позитивними властивостями є хороша розчинність і відсутність 
агрегатів протеїнів сироватки [13]. Основними недоліками хроматографічних 
методів аналізу є: дороге обладнання і реактиви для обох видів хроматографії; 
відносно низька ефективність гель-фільтрації; неможливість проведення одно-
часного порівняльного аналізу серій зразків. Тому вони не можуть застосовува-
тись для експрес-аналізу. 
Ефективним методом аналізу протеїнів сироватки є електрофорез в поліак-
риламідному гелі (ПАГ). Одновимірний електрофорез у стовпчиках або плас-
тинках ПАГ дозволяє надійно ідентифікувати всі основні і деякі мінорні фрак-
ції [14, 15]. Варіанти двовимірного електрофорезу ефективно використовуються 
в протеоміці сироватки молока і дозволяють виявити десятки і навіть сотні мі-
норних протеїнових фракцій [7]. 
Міжнародний комітет з номенклатури і методології протеїнів молока ре-
комендує використовувати одновимірну анодну систему диск-електрофорезу в 
присутності додецилсульфату натрію для аналізу протеїнів сироватки молока 
[5]. При цьому можна виявити такі фракції як (α-LA, β-LG, BSA, IG і LF). В 
нашій лабораторії також для аналізу протеїнів сироватки молока була успішно 
застосована модифікована аналітична система диск-електрофорезу Б. Девіса 
для кислих і нейтральних протеїнів у нативних умовах [15]. В обох випадках 
висока роздільна здатність була досягнута за рахунок використання концент-
руючого ПАГ. Основними недоліками аналітичних диск-електрофоретичних 
систем є необхідність підготовки великої кількості реактивів і формування двох 
видів ПАГ. Це ускладнює аналіз і робить його довготривалим. Загалом системи 
диск-електрофорезу не відповідають вимогам до експрес-аналізу, проте елект-
рофоретичні методи не потребують дорогого обладнання, є доступними і мо-
жуть бути адаптовані для серійних і порівняльних аналізів протеїнів сироватки Н
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молока. Така електрофоретична система в однорідному ПАГ була раніше роз-
роблена для аналізу протеїнів казеїнового комплексу молока [16]. Вона дозво-
ляє виявити всі основні фракції казеїну за 45 хвилин. Електрофоретична систе-
ма для експрес-аналізу фракційного складу протеїнів сироватки молока відсут-
ня і потребує розробки. 
 
3. Мета та задачі дослідження 
Метою роботи був підбір та адаптація електрофоретичної системи для екс-
прес-аналізу фракційного складу протеїнів сироватки молока. 
Для досягнення цієї мети були сформовані наступні завдання: 
– підібрати базовий варіант електрофоретичної системи на основі порівня-
льного аналізу відомих методик електрофоретичного дослідження протеїнів 
молока; 
– адаптувати відібраний варіанту електрофоретичної системи для експрес-
аналізу фракційного складу протеїнів сироватки молока; 
– порівняти електрофореграми протеїнів сироватки з електрофореграмами 
протеїнів казеїнового комплексу молока; 
– оцінити відтворюваність методу на основі аналізу різних зразків сирова-
тки молока. 
 
4. Матеріали та методи електрофоретичних, денситометричних, хро-
матографічних та спектрофотометричних досліджень протеїнів сироватки 
молока 
4. 1. Матеріали, реактиви та обладнання, що використовувалися у до-
слідженнях 
В роботі використовували свіже знежирене молоко. Знежирення проводи-
ли на центрифузі ОПН-8 (4000 об./хв, 10 хвилин) двічі. Препарат протеїнів ка-
зеїнового комплексу отримували осадженням в ізоелектричній точці [17]. Си-
роватку молока виділяли центрифугуванням знежиреного молока (5000 об./хв, 
10 хвилин) після ізоелектричного осадження казеїнів. Процедуру повторювали 
двічі. Як маркерні протеїни в електрофоретичних дослідженнях використовува-
ли альбумін сироватки крові бика (BSA) фірми «Sigma» (Німеччина) і β-
лактоглобулін коров’ячого молока (β-LG). Гомогенний β-LG виділяли з сирова-
тки молока шляхом повторної гель-фільтрації на колонці з сефадексом G-100 
[18]. Для гель-фільтрації використовували сефадекс фірми «Pharmacia» (Шве-
ція). Буферні розчини і поліакриламідні гелі для електрофорезу готували з ви-
користанням реактивів фірми «Reanal» (Угорщина) і вітчизняних реактивів ви-
сокого ступеня очищення. 
Електрофоретичне дослідження проводили на апараті фірми «Reanal» (для 
стовпчиків ПАГ) і апараті типу Стадієра (для пластинок ПАГ). Спектрофотоме-
тричне визначення концентрації протеїнів сироватки молока і протеїнів казеї-
нового комплексу здійснювали на спектрофотометрі СФ-46. При цьому вико-
ристовували встановлені раніше коефіцієнти поглинання ( ): 12,3 – для про-
теїнів сироватки молока; 9,6 – для β-LG; 6,7 – для BSA; 8,2 – для протеїнів казе-То
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їнового комплексу. Гель-фільтрацію проводили на колонках з набору для рі-
динної хроматографії фірми «Reanal». 
 
4. 2. Методики електрофорезу протеїнів молока в поліакриламідному 
гелі та денситометричної обробки електрофореграм 
При виборі електрофоретичної системи для експрес-аналізу протеїнів сиро-
ватки молока використовували електрофоретичну систему диск-електрофорезу 
Б. Девіса у нативних умовах для кислих і нейтральних протеїнів [15], аналітич-
ний і експрес-варіанти електрофоретичної системи однорідного ПАГ у присут-
ності сечовини для аналізу протеїнів казеїнового комплексу [15, 16]. 
Експрес-електрофорез протеїнів сироватки молока проводили в пластин-
ках ПАГ. При цьому були використані умови проведення електрофорезу і склад 
буферу як при диск-електрофорезі у нативних умовах для кислих і нейтральних 
протеїнів. Склад однорідного ПАГ електрофоретичної системи для експрес-
аналізу показано у табл. 1. 
 
Таблиця 1 
Склад поліакриламідного гелю для експрес-аналізу 
Розчини 
Частина роз-
чину у складі 
ПАГ (об’єм) 
Компонент Кількість 
Компоненти 
гелю 
2 
акриламід 14 г 
N,N'-метиленбісакриламід 0,4 г 
вода до 50 cм3 
Буфер для 
гелю і ката-
лізатор 
1 
1Н HCl 24 cм3 
тріс(гідроксиметил)амінометан 18,3 г 
N,N,N',N'-тетраметилетилен-
диамін 
0,115 cм3 
вода до 50 cм3 
Розчин іні-
ціатора 
5 
персульфат амоніаку 
підбирали 
експеримен-
тально 
вода до 25 cм3 
 
Побудову денситограм для кількісної обробки електрофореграм проводи-
ли, використовуючи функцію зчитування графічних зображень imread [19]. 
Математично-статистичну обробку результатів дослідження виконували з 
використанням пакетів програми Microsoft Office Excel 2007. Визначали серед-
нє значення та стандартне відхилення відносного вмісту протеїнових фракцій 
сироватки молока.  
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5. Результати електрофоретичних досліджень протеїнів сироватки мо-
лока 
5. 1. Вибір базової електрофоретичної системи для експрес-аналізу 
фракційного складу протеїнів сироватки молока 
Для вибору базової методики для експрес-аналізу було проведено елект-
рофорез протеїнів сироватки молока з допомогою відомих електрофоретичних 
систем, які раніше використовувалися для аналізу протеїнів молока. Результати 
аналізу показані на електрофореграмі (рис. 1). На електрофореграмі (рис. 1 (1)) 
видно характерну картину розділення протеїнів сироватки молока аналітичним 
диск-електрофорезом в нативних умовах в стовпчиках ПАГ. Ідентифіковані всі 
основні протеїнові фракції (β-LG, α-LA, BSA, IG), а також протеозо-пептонна 
фракція (PPF). Для ідентифікації були використані індивідуальні протеїни си-
роватки молока, отримані повторною гель-фільтрацією на сефадексі G-100. Та-
кож сироватку молока аналізували методом, розробленим для експрес-аналізу 
протеїнів молока, зокрема протеїнів казеїнового комплексу (рис. 1 (2)) на осно-
ві аналітичної анодної системи однорідного ПАГ в присутності сечовини (рис. 
1 (3)). Така система дозволяє надійно ідентифікувати всі казеїнові фракції, які 
відрізняються первинною структурою (αS1-CN, αS2-CN, β-CN і -CN). Проте 
смуги протеїнів сироватки молока на електрофореграмі, отриманій у цій систе-
мі, розмиті і погано ідентифікуються (рис. 1 (4)). 
 
 
 
Рис. 1. Електрофореграми протеїнів молока в різних електрофоретичних  
системах: 1 – протеїни сироватки молока в аналітичній диск-електрофоретичній 
системі; 2 – протеїни казеїнового комплексу молока в експрес-системі  
однорідного ПАГ у присутності сечовини; 3 – протеїни казеїнового комплексу 
молока в аналітичній системі однорідного ПАГ у присутності сечовини;  
4 – протеїни сироватки молока в експрес-системі однорідного ПАГ у 
 присутності сечовини 
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На основі отриманих результатів для подальших досліджень було вибра-
но як базову диск-електрофоретичну систему в нативних умовах. Далі було 
проведено порівняльний аналітичний диск-електрофорез в пластинці ПАГ 
трьох зразків сироватки молока, зразка гомогенної фракції β-LG, виділеної по-
вторною гель-фільтрацією, і фракції BSA. Результати показані на електрофоре-
грамі (рис. 2, а). З допомогою маркерних протеїнів було ідентифіковано всі ос-
новні фракції, які розділяються в даній системі. Ефективність розділення підт-
верджує денситограма другого зразку протеїнів сироватки (рис. 2, б). 
 
 
а 
 
 
б 
 
Рис. 2. Електрофореграма і денситограма протеїнів сироватки молока, отримані 
аналітичним диск-електрофорезом: а – електрофорегама трьох зразків  
сироватки молока (1–3), β-LG (4) і BSA (5); б – денситограма електрофореграми 
зразку 2 сироватки молока 
 
5. 2. Адаптація електрофоретичної системи для експрес-аналізу фрак-
ційного складу протеїнів сироватки молока 
Для створення експрес-електрофоретчиної системи був використаний роз-
діляючий гель аналітичної системи диск-електрофорезу із зменшеною концент-
рацією акриламіду на 0,5 %. Також зменшена тривалість електрофорезу до 
35 хвилин. Внесені зміни у процеси фіксування і забарвлення пластинок гелю. 
Забарвлення і фіксування проходить одночасно і триває 3 хвилини. Це зменшує Н
е я
вл
яе
тс
я п
ер
еи
зд
ан
ие
м
тривалість відмивання. При інтенсивному відмиванні можна ідентифікувати 
протеїнові фракції вже через 25–30 хвилин. На рис. 3 показані результати екс-
прес-аналізу трьох зразків сироватки молока і протеїнів казеїнового комплексу. 
Як видно на електрофореграмах, експрес-система дозволяє отримати якісне ро-
зділення основних протеїнових фракцій сироватки молока. Із чотирьох основ-
них фракцій казеїну на електрофореграмі можна ідентифікувати три – αS1-CN, 
β-CN і суміш αS2-CN. Фракції -CN розмиті. Денситограма (рис. 3, б) підтвер-
джує високу ефективність експрес-електрофоретичної системи по відношенню 
до протеїнів сироватки. 
 
 
а 
 
 
б 
 
Рис. 3. Електрофореграма і денситограма протеїнів молока, отримані в  
запропонованій системі для пластинок однорідного ПАГ: а – електрофореграма 
трьох зразків сироватки молока (1–3) і протеїнів казеїнового комплексу (4);  
б – денситограма електрофореграми зразку 2 сироватки молока 
 
5. 3. Порівняння електрофореграм протеїнів сироватки та протеїнів 
казеїнового комплексу молока 
Відомо, що 4,5 М розчин сечовини сприяє розчиненню зразків молочних 
протеїнів, які містять казеїни. Для перевірки впливу сечовини на результат екс-Т
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прес-електрофорезу в склад гелю додали 4,5 М сечовину. Результати аналізу 
трьох зразків сироватки молока і протеїнів казеїнового комплексу в присутності 
4,5 М сечовини показані на рис. 4. Необхідно відзначити збільшення чіткості 
казеїнових фракцій на електрофореграмі. Смуги протеїнів сироватки молока 
стали розмитими і змінилося співвідношення вмісту протеїнових фракцій. 
 
 
 
Рис. 4. Електрофореграма протеїнів молока, отримана в запропонованій системі 
для пластинок однорідного ПАГ в присутності 4,5 М сечовини:  
а –зразок сироватки молока 1; б – зразок сироватки молока 2;  
в – зразок сироватки молока 3; г – протеїни казеїнового комплексу 
 
Всі попередні електрофореграми були отримані при використанні барвни-
ка амідочорного 10 В. В більшості сучасних методик електрофорезу протеїнів 
використовують чутливіший барвник – кумасі G-250. На рис. 5 показано екс-
прес-електрофореграму трьох зразків сироватки молока і казеїнового комплек-
су, забарвлених кумасі G-250. Забарвлення протеїнових смуг в результаті більш 
інтенсивне, але процес відмивання став тривалішим. Слід відзначити, що при 
цьому на електрофореграмі протеїнів сироватки молока появилися додаткові 
смуги мінорних фракцій. 
 
 
 
Рис. 5. Електрофореграма протеїнів молока, отримана в запропонованій системі 
для пластинок однорідного ПАГ і забарвлена кумасі G-250:  
а – зразок сироватки молока 1; б – зразок сироватки молока 2;  
в – зразок сироватки молока 3; г – протеїни казеїнового комплексу Н
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5. 4. Перевірка відтворюваності електрофоретичної системи при аналі-
зі фракційного складу протеїнів сироватки молока 
Відтворюваність методу була оцінена за кількістю протеїнових фракцій у 
різних партіях молока, а також відносним розподілом вмісту протеїнів у фрак-
ціях різних проб однієї партії. У всіх проаналізованих партіях молока (10 пар-
тій) було отримано характерний розподіл чотирьох основних протеїнових фра-
кцій (β-LG, α-LA, BSA та IG) та протеозо-пептонної фракції, як показано на 
електрофореграмах (рис. 3, а і рис. 6). Для перевірки відтворюваності відносно-
го вмісту чотирьох фракцій необхідно аналізувати проби з однієї партії молока. 
Це виключає вплив відмінностей у складі протеїнів сироватки різних партій 
молока. Типова електрофореграма п’яти проб сироватки однієї партії молока 
показана на рис. 6. Для кожної проби було побудовано денситограму (рис. 7) і 
визначено середнє значення та стандартне відхилення відносного вмісту проте-
їнових фракцій (табл. 2). Аналогічно було проаналізовано ще 10 проб цієї партії 
на двох інших пластинках ПАГ (табл. 2). 
 
 
 
Рис. 6. Електрофореграма зразків сироватки молока, отримана в запропонованій 
системі для пластинок однорідного ПАГ:  
а – зразок 1; б – зразок 2; в – зразок 3; г – зразок 4; д – зразок 5 
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Рис. 7. Денситограми електрофореграм зразків сироватки молока, отриманих в 
запропонованій системі для пластинок однорідного ПАГ:  
а – зразок 1; б – зразок 2; в – зразок 3; г – зразок 4; д – зразок 5 
 
Таблиця 2 
Вміст протеїнових фракцій 15-ти зразків сироватки молока 
№ проби  
сироватки 
Фракції протеїнів сироватки молока 
IG BSA α-LА β-LG 
Пластинка ПАГ № 1 
1 16 8 15 39 
2 15 10 18 43 
3 19 8 16 39 
4 19 8 16 35 
5 19 7 14 32 
Середнє  
значення 
(М±m, n=5) 
17,6±1,9 8,2±1,1 15,8±1,5 37,3±4,2 
Пластинка ПАГ № 2 Н
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1 17 9 16 42 
2 18 7 14 36 
3 19 7 17 37 
4 15 9 15 35 
5 18 8 17 39 
Середнє  
значення 
(М±m, n=5) 
17,4±1,5 8,0±1,0 15,8±1,3 36,5±2,8 
Пластинка ПАГ № 3 
1 15 9 16 40 
2 17 8 18 42 
3 16 10 17 37 
4 17 11 16 35 
5 19 9 15 39 
Середнє  
значення 
(М±m, n=5) 
16,8±1,5 9,4±1,1 16,4±1,1 38,3±2,7 
 
Показані в табл. 2 середні значення вмісту α-лактальбуміну і BSA добре 
узгоджуються з відомими літературними даними. Відмінності у вмісті β-
лактоглобуліну та імуноглобулінів, очевидно, пов’язані з особливостями їх вза-
ємодії з барвником. Загалом середні значення відносного вмісту фракцій і стан-
дартних відхилень (табл. 2) свідчать про хорошу відтворюваність методу. Це 
може бути основою для створення кількісного варіанту даного експрес-методу. 
Побудова денситограм може бути використана при кількісній оцінці гомоген-
ності протеїнових фракцій сироватки в процесі їх виділення.  
 
6. Обговорення результатів експрес-аналізу фракційного складу про-
теїнів сироватки 
Для аналізу фракційного складу протеїнів молока найчастіше використо-
вують в різних модифікаціях дві електрофоретичні системи диск-електрофорезу 
(в присутності ДСН або в нативних умовах) і одну систему однорідного ПАГ у 
присутності сечовини [5, 14, 15, 20]. На основі системи однорідного ПАГ з се-
човиною розроблена методика для експрес-аналізу протеїнів казеїнового ком-
плексу молока [16]. Попередній аналіз цих методів (рис. 1) показав, що вони не 
можуть бути використані для одночасного аналізу всіх протеїнів молока. Дві 
групи протеїнів молока (казеїни і протеїни сироватки) суттєво відрізняються за 
своєю будовою і властивостями [5]. Тому експрес-аналіз на основі електрофо-
ретичної системи однорідного ПАГ з сечовиною ефективно розділяє протеїни 
казеїнового комплексу, але не підходить для протеїнів сироватки. 
Обидві системи диск-електрофорезу є складними і потребують приготу-
вання великої кількості реактивів. Також при використанні диск-електрофрезу з 
ДСН відбувається денатурація всіх протеїнів сироватки молока. Відомо, що 
протеїнові фракції казеїну аномально зв’язують ДСН [13]. Це приводить до не-То
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відповідності між їх електрофоретичною рухливістю і молекулярною масою. У 
зразках сироватки з казеїнами їх буде важко ідентифікувати. 
У зв’язку з цим нами було взято за основу систему диск-електрофорезу в 
нативних умовах для кислих протеїнів [15]. Аналітичний варіант цієї системи у 
пластинках ПАГ забезпечує надійну ідентифікацію основних протеїнових фра-
кцій сироватки молока і дає можливість порівнювати різні зразки при їх одно-
часному розділенні (рис. 2). Основним її недоліком є складність диск-
електрофоретичної системи. Для адаптації її до умов експрес-аналізу було вне-
сено зміни. Зі складу системи забрано концентруючий ПАГ з відповідним бу-
фером. Зменшено концентрацію розділяючого гелю на 0,5 %. При цьому склад 
електродного буферу і буферу для розділяючого гелю залишили без змін. Це 
дозволило значно спростити електрофоретичну систему і одночасно забезпечи-
ти високу ефективність розділення за рахунок збереження ефекту концентру-
вання протеїнів зразка (рис. 3). Роль концентруючого гелю в даному випадку 
відіграє верхня частина розділяючого гелю. Це відбувається наступним чином. 
На початку електрофорезу молекули протеїнів сироватки та іони гліцину з еле-
ктродного буферу входять у розділяючий гель. У випадку диск-електрофорезу 
протеїни та іони спочатку входять у концентруючий гель [21]. Далі зміна рН на 
границі між верхнім електродним буфером і розділяючим ПАГ прискорює рух 
іонів гліцину. Це приводить до формування границі розділу між іонами Cl– і 
гліцину, які рухаються до аноду у верхній частині розділяючого ПАГ. За грани-
цею розділу іонів утворюється зона з високою напруженістю електричного по-
ля, де і відбувається концентрування протеїнів зразка. Цей процес може спосте-
рігатися через ~7 хвилин після початку електрофорезу в експрес-системі. 
Для спрощення системи і, враховуючи малий об’єм зразків сироватки, на-
ми не застосовувався окремий буфер для зразків. Наступні результати (рис. 5) 
показали, що забарвлення можна проводити з допомогою більш доступного і 
дешевшого барвника амідочорного 10 В. При цьому виявляються всі основні 
фракції протеїнів сироватки молока. При використанні більш чутливого барв-
ника кумасі G-250 на електрофореграмі з’являються додаткові неідентифіковані 
смуги мінорних протеїнових фракцій (рис. 5). Проте процедура забарвлення і 
відмивання значно швидше проходить з амідочорним 10 В. При потребі для 
прискорення процесу відмивання можна застосувати електрофоретичне знебар-
влення пластинок гелю. 
Відомо, що додавання сечовини може покращити розчинність сухих зраз-
ків сироватки молока, особливо, коли в них присутні казеїни [21]. Проте, при 
внесенні до складу зразків і ПАГ 4,5 М сечовини значно знизилася ефектив-
ність фракціонування протеїнів сироватки (рис. 4). Очевидно, відбувається їх 
часткова денатурація. На це вказує одночасна присутність на електрофорегра-
мах характерних смуг для β-LG і α-LA, а також нових розмитих смуг протеїнів. 
Якість фракціонування казеїнів при цьому зростає (рис. 4, д). 
Одночасний експрес-аналіз 15-ти проб сироватки молока показав хорошу 
відтворюванність за формою протеїнових смуг (рис. 6) і за вмістом основних 
протеїнових фракцій (табл. 2). Н
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Запропонована електрофоретична система дозволяє оперативно аналізува-
ти фракційний склад протеїнів сироватки, а також гомогенність окремих фрак-
цій в процесі їх виділення. Проте для точного визначення вмісту кожної фракції 
необхідні подальші дослідження з використанням сироватки молока із стандар-
тним кількісним складом протеїнових фракцій. 
 
7. Висновки 
1. За результатами порівняння різних електрофоретичних систем та ефек-
тивністю розділення основних фракцій протеїнів молока як базовий варіант бу-
ла вибрана система диск-електрофорезу для кислих протеїнів у нативних умо-
вах, яка дозволяє надійно ідентифікувати фракції протеїнів сироватки молока, а 
саме β-LG, α-LA, BSA, PPF та IG.  
2. На основі системи диск-електрофорезу запропоновано варіант електро-
форезу, який відповідає вимогам експрес-аналізу (значно скорочена кількість 
необхідних реактивів та тривалість аналізу). При цьому завдяки збереженню 
ефекту концентрування протеїнів проби у однорідному ПАГ досягається розді-
лення та ідентифікація основних фракцій протеїнів сироватки молока (β-LG, α-
LA і BSA), які є попередниками багатьох відомих БАП.  
3. Одночасний електрофорез сироватки молока і протеїнів казеїнового 
комплексу показав можливість виявлення та ідентифікації основних фракцій 
протеїнів сироватки (β-LG, α-LA) у присутності казеїнів. Фракція BSA може 
співпадати за електрофоретичною рухливістю з фракцією αs1-CN-8P. 
4. За кількістю ідентифікованих протеїнових фракцій сироватки у всіх про-
аналізованих пробах 10 партій молока результати повністю співпадають. Іден-
тифіковано 4 протеїнові фракції (β-LG, α-LA, BSA та IG). Близькими виявились 
також середні значення і стандартні відхилення відносного вмісту цих фракцій 
у 15 пробах сироватки однієї партії молока, отримані на основі денситометрії 
трьох електрофореграм : β-LG (37,3±4,2; 36,5±2,8; 38,3±2,7), α-LA (15,8±1,5; 
15,8±1,3; 16,4±1,1), BSA (8,2±1,1; 8,0±1,0; 9,4±1,1), IG (17,6±1,9; 17,4±1,5; 
16,8±1,5). Це може свідчити про хорошу відтворюваність методу. 
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